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Abstract: Microorganisms exploit extracellular electron transfer (EET) with 
external minerals during their growth. This process is accompanied by the 
conversion of chemical energy. Direct electron transfer (DET) from the 
microorganisms to solid electron acceptors via membrane-bound cytochrome 
c enzymes or conductive nanowires/pili has been reported. In previous 
studies, mediated electron transfer (MET) has also been demonstrated to 
occur through electrochemically active metabolites acting as redox mediators. 
The microorganisms with EET capabilities have been harnessed for 
bioelectrochemical systems (BESs) in the bioremediation of environmental 
contaminants and the production of biofuels and nanomaterials. Electron 
transfer at the electrode biofilm/solution interface is one of the core phenomena occurring in BESs. The study of the redox 
reactions occurring in the microenvironment of the biofilm should elucidate the mechanism of microbial EET, which will 
then help improve the electron transfer efficiency of BESs. The composition of a biofilm is complex and contains many 
redox secreta and extracellular polymeric substances. Therefore, the specific current generated from the DET or MET 
pathways cannot be solely detected using classic electrochemical methods. In the present study, the interfacial electron 
transfer of Shewanella oneidensis MR-1 on an ITO surface was investigated. Cyclic voltammetry (CV) was first applied to 
study the redox properties of Shewanella and its interaction with ferrocenylmethanol (FcMeOH), which served as an 
exogenous electron mediator. The cyclic voltammograms showed that the oxidation current of S. oneidensis MR-1 was 
dramatically enhanced in the presence of 0.01 mmol·L−1 FcMeOH compared to a control, i.e. bacterium-free ITO. This can 
be explained by the ability of S. oneidensis MR-1 to reduce FcMeOH+ during the positive scan. These results also showed 
that FcMeOH was a good redox mediator and capable of transferring electrons between the electrode and the bacterial 
cells. In addition, using the penetration mode in scanning electrochemical microscopy, the current generated from the 
MET by FcMeOH was collected using a microelectrode. Examination of the approaching curve showed that the current 
started to increase when the tip was approaching the solution/biofilm interface, providing positive feedback for the 
FcMeOH-mediated electron transfer between the microelectrode and the bacterial cells. The electrode biofilm/solution 
microenvironment was also detected, showing the thickness of the solution/biofilm to be 500 μm and the thickness of the 
biofilm to be 1100 μm. This study indicates that scanning electrochemical microscopy can be used in studying microbial 
MET. It also provides insight into the electron transfer mechanism of the microbial metabolism from a physical chemistry 
perspective. 
Key Words:  Extracellular electron transfer;  Shewanella;  Scanning electrochemical microscopy;  Penetration mode; 
Electron shuttle 
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2  实验部分 










2.2  微生物的培养 
24 Acta Physico-Chimica Sinica Vol. 35 
实验中使用的菌株 Shewanella oneidensis 
MR-1 在 pH 为 7.0 的 Luria-Bertani (LB)培养基中
32 °C 恒温培养 18 h。其中，LB 培养基的组成为
蛋白胨 10 g·L−1、酵母提取物 5 g·L−1 和氯化钠 5 
g·L−1。 
本实验中将微生物富集在 ITO 电极表面的 
步骤如下：首先，以 5000 r·min−1 的转速离心菌液，










极为 ITO 或富集有 S. oneidensis MR-1 的 ITO，探
针电极使用自制的直径为 25 μm 的 Pt 微电极，制





以及穿透模式时，电解液中含 1 mmol·L−1 
FcMeOH。 
3  结果与讨论 
3.1  构建 SECM 体系测定电极/溶液界面的微生
物 
穿透模式是 SECM 的模式之一，利用探针电




的影响，将培养好的 S. oneidensis MR-1 离心清洗
后 滴 加 至 ITO 电 极 表 面 形 成 S. oneidensis 
MR-1/ITO 基底，5 min 后向电解池中加入电解液，
此时 S. oneidensis MR-1 不会立刻扩散至电解液
中，因此能保持清晰的溶液/微生物界面，如图 1b




mmol·L−1 FcMeOH 的电解液中，同时记录微电 
极和基底电极的循环伏安曲线，结果如图 2 所示。
其中，曲线 1 为 Pt 微电极在本体溶液中测得的 
循环伏安曲线，在−0.2 – +0.6 V 范围内呈“S”形，
检测到的 FcMeOH 的氧化电流在 0.26 V 达到稳态
为 3.2 nA，此值与微电极在 1 mmol·L−1 FcMeOH
溶液中得到的稳态氧化电流值一致(图 S2)，这说
明微生物的存在对本体溶液的 FcMeOH 的浓度无
影响。曲线 2 为 S. oneidensis MR-1/ITO 基底电极
的氧化还原过程，其中氧化和还原峰 I 分别为 S. 
oneidensis MR-1 的氧化和还原(图 S4)，这是其表
面与直接电子传递相关的细胞色素 c 的氧化和还
原 21,22；在电位高于 0.25 V 时，氧化电流逐渐增
加，此电流来自于 FcMeOH 的氧化。 
另外，图 2 中微电极和 Shewanella/ITO 基底
电极经过连续两周循环伏安扫描，得到的循环伏
安曲线几乎重合，这说明 ITO 与 S. oneidensis 
MR-1 形成的界面稳定，该实验体系适用于
Shewanella 的电化学性质测定。 
3.2  S. oneidensis MR-1 与电子中介体相互作
用的电极过程 
图 1  SECM 的穿透模式测定 S. oneidensis MR-1 
生物膜的示意图(a)和照片(b) 
Fig. 1  (a) Schematic diagram for penetration  
mode and (b) image of SECM cell. 
 
图 2  Pt 微电极和 Shewanella/ITO 基底电极的 
循环伏安图，扫描速率为 50 mV·s–1 
Fig. 2  CVs of Pt microelectrode and S. oneidensis 
MR-1/ITO substrate, respectively. 
Scan rates are 10 mV·s–1. 
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为了进一步确定 FcMeOH 与 S. oneidensis 
MR-1 互相作用的界面过程，降低电解液中的
FcMeOH 浓度至 0.01 mmol·L−1，结果如图 3a。其
中，曲线 2 为测定 FcMeOH 在 ITO 表面的氧化还









FcMeOH+，此时 S. oneidensis MR-1 能够将产生的






FcMeOH 能 够 作 为 外 源 性 电 子 穿 梭 体 介 导
Shewanella 与电极之间的电子传递。 
另外，图 3a 中的循环伏安曲线 1 的氧化峰(I)
和还原峰(I)均更明显，这对氧化还原峰与图 2 中
曲线 2 的氧化还原峰(I)是一致的。此结果也表明
FcMeOH 未破坏微生物表面的细胞色素 c 的电化
学活性，是本研究所需要的电子穿梭体。 





流，结果如图 4a，b 所示。其中，图 4a 中横坐标
 
图 3  (a) ITO 和 S. oneidensis MR-1/ITO 在 
0.01 mmol·L−1 FcMeOH 溶液中的循环伏安曲线， 
扫描速率 50 mV·s−1；(b) S. oneidensis MR-1 与 
FcMeOH 在电极/溶液界面的相互作用 
Fig. 3  (a) CV curves of ITO and S. oneidensis MR-1 in 
PBS with 0.01 mmol·L−1 FcMeOH. Scan rate was  
50 mV·s−1; (b) Reaction between S. oneidensis MR-1 and 
FcMeOH at ITO/solution interface during the oxidation 
and reduction process. 
 
图 4  Pt 微电极从本体溶液到生物膜的渐进曲线(a)及其
示意图(b)，探针电势为 0.3 V；(c)探针电极穿透生物膜不
同距离时的循环伏安曲线，扫描速率为 50 mV·s−1 
Fig. 4  (a) Approaching curve and (b) schematic diagram
of Pt tip from bulk solution into biofilm. Probe E = 0.3 V; 
(c) Cyclic voltammograms of Pt microelectrode which 
penetrated different distance into biofilm.  
Scan rates are 50 mV·s−1. 
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d 为探针电极从本体溶液向生物膜渐进过程中行
进的距离。首先设置探针处于本体溶液，当它在
本体溶液中沿 z 轴方向渐进时，收集到的电流 
平稳，来自于本体溶液中的 FcMeOH 的氧化反应；
在探针电极移 1100 μm 时，电流开始增加，此时
微电极进入微生物/溶液界面，根据图 3b 中的氧化
过程，可以推断此时电流的增加来源于微生物 
与电极之间的正反馈；当探针移动约 2100 μm 时，
探针电流达到最大值并且稳定，表明生物膜/溶液
界面内的此区域里 FcMeOH 的浓度相对均匀区





渐进约 3700 μm 时电极微电极触碰 ITO 基底，因
此得到实验中生物膜的厚度约为 1100 μm。 
为了确认生物膜内探针电极收集到的电流减
小的原因，控制探针电极首先在生物膜/溶液的界
面处(图 4a 中 1 位置)测量循环伏安曲线，随后依
次渐进 200 μm 在生物膜内测试循环伏安曲线(图







化电流逐渐减小，氧化电流在 0.5 V 之前均未达到
稳态。另外，探针电极位于生物膜内时，还原电
位对应的电流明显消失。这些实验现象反映的结
果能够进一步确定如图 3b 所示的 FcMeOH 与
Shewanella 相互作用的电极反应机理。 
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